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RESUME
Rigidoporus lignosus et Phellinus noxius sont deux champignons Basidiomycètes
responsables de maladies racinaires de nombreuses essences ligneuses forestières et cultivées en
zones tropicales humides. ils se signalent, en Côte d'Ivoire, principalement par les dommages
qu'ils infligent aux plantations d'Hévéa (Hevea brasiliensis ).
Une approche de leurs relations avec l'Hévéa montre, in vivo, que ces parasites provoquent,
lors de la pénétration dans la racine, de profondes perturbations cellulaires dans le liège qui est le
tissu le plus externe du cortex, et dont le rôle est essentiellement de protéger la plante. Ce
mémoire, tout en discutant de ces modifications histo-pathologiques, décrit quelques réactions
à l'infection développées par l'Hévéa.
In vitro, des analyses biochimiques révèlent l'implication de diverses enzymes (phénoloxydases
(laccase) et d'hydrolases (estérase, pectinase» dans la dégradation des parois subérifiées des
cellules du liège. Quelques caractéristiques physico-chimiques de l'une de ces enzymes, la
pectinase, dont l'aptitude à dégrader les acides pectiques des espaces intercellulaires est
reconnue, sont étudiées par ailleurs.
MOTS·CLES:
Basidiomycètes - Rigidoporus lignosus - Phellinus noxius - Pourritures racinaires - Hévéa
(Hevea brasiliensis ) - Liège - Parois subérifiées - Modifications histo-pathologiques "
Enzymes (phénoloxydases,hydrolases) - Pectinase - Réactions.
6
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
INTRODUCTION GENERALE
7
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
L'installation à grande échelle de cultures monospécifiques, milieu homogène par
excellence, favorise très souvent l'apparition d'affections parasitaires. C'est ainsi que
l'Hévéa (Hevea brasiliensis Muell.Arg.) est sujet à de nombreuses maladies
cryptogamiques (BOISSON, 1966; POPULER, 1972) dont l'incidence économique varie
selon les zones hévéicoles. Généralement, tous les organes de l'arbre sont susceptibles
d'attaques parasitaires.
En Côte d'Ivoire, les pourridiés, syndrômes pathologiques caractérisés par
l'altération des tissus corticaux et ligneux du système racinaire, constituent une des
affections les plus graves de l'Hévéa. Divers agents responsables ont été recensés
(MALLET et coll., 1985) dont les plus dommageables sont Rigidoporus lignosus (KI.)
Heim et Phellinus noxius (Corner) H.G. (GEIGER, 1985), deux champignons
Basidiomycètes de la famille des Polyporacées.
Les études entreprises, en particulier par les phytopathologistes de l'ORSTOM,
depuis la fin des années 50, ont permis, à ce jour, d'acquérir des connaissances
approfondies concernant la biologie de ces parasites (DECLERT,1960; BOISSON, 1968a;
GEIGER, 1975; NANDRIS et coll.,1983a et b ; NICOLE et coll., 1985) et leurs relations
avec l'Hévéa.
Plus particulièrement, au plan de leurs interactions avec l'hôte, les travaux ont
porté essentiellement sur les mécanismes d'agression parasitaire et les réactions de l'hôte
(GEIGER et coll., 1985; NICOLE et coll., 1982a et 1986a ). Lors de la pénétration des
parasites dans les racines, le liège subit de graves perturbations dont tous les mécanismes
sont encore mal connus (NICOLE et coll., 1986b et 1987b). Le liège joue pourtant un rôle
import'ant de protection de la plante et constitue un obstacle à la pénétration de certains
parasites. Des recherches,menées au plan moléculaire et cellulaire, sur la dégradation de ce
tissu pourraient guider à la fois la mise en place de procédés de lutte chimique préventifs et
la détection précoce de plantes plus tolérantes ou résistantes aux maladies fongiques.
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De ce fait, l'étude de la dégradation des tissus subérifiés du liège constitue un volet
important dans les activités actuelles du laboratoire de Phytopathologie du Centre ORSTÜM
d'Adiopodoumé. C'est dans ce cadre que se situe notre travail autour du thème
"interactions hôte-parasites entre Hevea brasiliensis et les agents de pourridié, Rigidoporus
lignosus et Phellinus noxius ".
Après un bref compte-rendu bibliographique sur l'Hévéa et sa pathologie, nous
aborderons, dans la prenùère partie de ce mémoire, les aspects cellulaires et moléculaires de
la biodégradation du liège.
En complément à notre initiation aux techniques d'étude de ces interactions, nous
avons entrepris l'étude d'une enzyme participant à la dégradation des tissus, la pectinase,
connue pour son aptitude à dégrader les acides pectiques des espaces intercellulaires. Les
résultats ainsi obtenus sont reportés dans la seconde partie de ce mémoire.
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1· GENERALITES SUR HEVEA BRASILIENSIS
A. ORIGINE ET IMPORTANCE ECONOMIQUE
Le genre Hevea est originaire des bassins de l'Amazone et du Haut Orénoque en
Amérique Latine (POPULER, 1972). De la dizaine d'espèces que comporte ce genre, seule
l'espèce brasiliensis est cultivée pour sa production du latex, à partir duquel est extrait le
caoutchouc.
Sous l'impulsion des Européens, Hevea brasiliensis a été introduite dans les zones
intertropicales d'Asie puis d'Afrique, où la quasi-totalité des Hévéa plantés provient d'une
vingtaine de plants, seuls survivants des 70000 graines récoltées au Brésil en 1876 par le
colon anglais Wickham (ROUXEL, 1984),
En raison de la facilité d'extraction et d'emploi du latex, ainsi que de ses multiples
usages dans divers secteurs industriels, "l'arbre à caoutchouc" a connu une extension dans
toutes les zones où il a été introduit. En effet, de 100000 ha en 1900, les superficies
occupées par la plante dans le monde sont passées à près de 7 500 000 ha en 1982 dont
92,4 % en Asie, 6,3 % en Afrique et 0,7 % en Amérique Latine.
En Côte d'Ivoire, l'hévé'aculture, de création récente (les premiers Hévéa ont été
plantés en 1956), connaît un développement sans cesse grandissant et prend une place non
négligeable dans l'économie du pays. De 7 243 ha en 1960, sa superficie est passée à
45 000 ha en 1984/85, dont 31 250 ha en production pour 38 753 t ; son rendement,
1500 kg/ha (contre 300 kg/ha en Malaisie) est le plus élevé du monde (IRCA*, 1985). En
1985, la production ivoirienne (38 700 l) représentait 0,9% de la production mondiale et a
rapporté au pays un revenu global de 150 millions de Francs français (7,5 milliards francs
CFA) environ.
B. LA PLANTE
1. Présentation générale
Hevea brasiliensis appartient à la famille des Euphorbiacées, J'une des principales
familles laticifères du monde végétal. C'est un grand arbre (pouvant atteindre 40 m de
hauteur ct 5 m de circonférence) à l'écorce vert-grisâtre, aux feuilles glabres à 3 folioles, et
possédant des fleurs monoïques.
* Institut de Recherches sur le Caoutchouc
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Son système racinaire double est constitué d'un pivot de 3 à 5 m de longueur et de
racines latérales qui s'étalent sur 30 à 40 m , formant au collet, le plateau racinaire.
Le système laticifère est localisé dans le phloème de tous les organes de la plante :
racines, tiges, branches et feuilles.
Chez l'Hévéa, la fécondation croisée est de règle mais il existe des rares cas
d'autofécondation. Les graines provenant de la fécondation croisée appartiennent à des
familles illégitimes hétérogènes au plan du patrimoine génétique (seul le géniteur femelle est
bien caractérisé ).
Le mode de multiplication utilisé pour la mise en place des plantations est le
greffage; il consiste à remplacer la partie aérienne d'un arbre (appartenant à une famille
illégitime) par une autre portion végétale (greffon) provenant d'un clone connu et possédant
des caractères végétatifs, physiologiques et productifs particuliers. Ce mode de
multiplication végétative, par rapport à la reproduction sexuée, présente l'intérêt d'obtenir
des parcelles homogènes constituées d'arbres dont les organes aériens sont identiques
quant à leurs caractères agronomiques.
2. Anatomie de la racine
La racine de l'Hévéa est l'organe qui nous concerne en priorité dans l'étude des
pourridiés. Selon NlCOLE (1984), l'évolution de l'anatomie d'un pivot d'Hévéa pendant
les 10 premières semaines après la germination peut être schématisée comme l'indique la
figure 1(page 13).
A 70 jours, toutes les structures secondaires sont différenciées, et l'on distingue
de l'intérieur vers l'extérieur de la racine:
- le parenchyme médullaire,
le xylème, ou bois, dont les cellules sont lignifiées,
le liber, ou phloème, contenant les vaisseaux laticifères disposés en manteaux
concentriques à partir de l'assise génératrice, ou cambium,
le liège, ou suber, tissu de revêtement dont les parois des cellules sont
subérifiées.
12
Figure 1: Evolution de l'anatomie d'une jeune racine saine d'Hevea brasiliensis
(NICOLE,1984).
j: jours; L: longueur de la racine mesurée à partir de l'apex.
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II - PATHOLOGIE DE L'HEVEA: LES POURRIDIES
A. GENERALITES
Les pourridiés se manifestent par une altération des tissus corticaux et ligneux du
système racinaire , entrainant le dépérissement puis la mort de l'arbre (GEIGER, 1985). En
plantation, l'extension de la maladie (par suite de l'explosion des foyers primaires de la
forêt originelle) se traduit par la fonnation de clairières (NANDRIS et coll. , 1981).
Les agents de pourridié occasionnent une pourriture du bois dont la nature varie
selon l'agent causal (SACCAS, 1975). Citons, entre autres:
- les pourritures blanches: elles se caractérisent surtout par la dégradation de la
lignine du bois et, à un degré moindre, de la fraction polysaccharidique des parois. Le bois
très dégradé prend un aspect crémeux,
- les pourritures brunes : elles résultent de la dégradation préférentielle de la
fraction polysaccharidique du bois. La lignine peut être également modifiée. Les résidus
tissulaires prennent une teinte brune plus ou moins intense selon le degré d'élimination des
polyosides pariétaux.
La nature du pourridié (exemple: pourridié blanc) est indépendante de celle de la
pourriture (pourriture blanche). La première est liée à la morphologie du champignon au
contact de la plante alors que la seconde dépend du type de dégradation occasionné aux
tissus (GEIGER,1985).
B. LE POURRIDIE BLANC DE L'HEVEA
L'agent causal du pourridié blanc de l'Hévéa est Rigidoporus lignosus (Kl.)
Heim. Il provoque une pourriture blanche sèche du bois.
D'une façon typique, sur les racines de l'arbre, Rigidoporus lignosus se présente
sous la forme de cordons ou rhizomorphes, assez minces pouvant être jaune-orangé
(DECLERT, 1960) ou blanc-beige (GEIGER, 1985) et jouant le rôle d'organe de
dispersion et de contamination. Le parasite différencie à la base du tronc des carpophores
de couleur jaune-orangé qui produisent les basidiospores.La contamination des arbres a
lieu soit au contact de débris ligneux présents dans le sol après défriche, soit par les
rhizomorphes qui se propagent dans le sol,soit plus rarement par les basidiospores.
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L'attaque de l'arbre se traduit :
- au niveau des organes aériens, par le jaunissement et le déssèchement des feuilles
qui traduisent la mort prochaine de l'arbre,
- au niveau des racines, par une infection en profondeur du pivot et une nécrose
ascendante qui stagne, le plus souvent, au voisinage du collet.
C. LE POURRIDIE BRUN DE L'HEVEA
Phellinus noxius (Corner) H.G. est l'agent responsable du pourridié brun de
IHévéa et provoque une pourriture blanche sèche alvéolaire.
Ce champignon, contrairement à Rigidoporus lignosus, est dépourvu de
rhizomorphes. La contamination des plantes a lieu par contact direct entre les racines et les
foyers primaires du parasite.
Les racines attaquées sont entourées d'un manchon noirâtre incustré de particules
terreuses et de graviers agglomérés, maintenus en place par un réseau mycélien secrétant
une substance mucilagineuse. Aucun symptôme externe précoce sur les organes aériens ne
permet de soupçonner la présence du parasite.
D. METHODES DE LUTTE
Dans les zones tropicales, les méthodes de lutte contre les maladies racinaires des
essences ligneuses sont nombreuses (TRAN, 1982 ; MALLET et coll., 1985 ; NANDRIS et
coU., 1987).Elles peuvent être répertoriées en deux catégories: préventives et curatives.
1. Méthodes préventives
Panni elles ci tons :
- Le brulâge de toutes les souches et débris ligneux du sol que l'on aura
préalablement regroupés en endains. La préparation mécanique du sol, très onéreuse, est
plutôt recommandée, lorsqu'elle est possible; en effet, le niveau initial de la contamination
après une préparation mécanique du sol est 3 à 4 fois moins élevé qu'à l'issu d'une
préparation manuelle (NANDRIS et coll., 1983b).
- La mise en jachère, pendant une ou plusieurs années, du sol après préparation
suivie de la mise en place d'une culture non sensible, exemple le riz, pour favoriser la
désagrégation des masses ligneuses résiduelles et l'épuisement des foyers des parasites.
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- La réalisation de cuvettes autour des arbres malades pour dégager le pivot et les
racines latérales sur environ 20 à 30 cm. Ce système freine la contamination d'arbre en
arbre par les rhizomorphes.
- L'élimination avec essouchage des arbres morts.
- L'utilisation de substances fongitoxiques préventives; c'est le cas de la Calixin
(BASF), fongicide recommandé en Indonésie et qui semble donner de bons résultats en
Afrique pour la protection de 1Hévéa contre les maladies racinaires.Des études sur la dose
et la fréquence d'application de ce produit ont montré qu'en applicant par arbre 2 litres
d'une solution de Calixin ( matière active = tridémorphe) à 0,5% tous les 6 mois, l'on peut
protéger IHévéa contre les attaques des parasites racinaires (TRAN, 1985).
2. Méthodes curatives
Elles sont essentiellement basées sur l'emploi de pâtes fongitoxiques (exemple: le
Carbolineum) en application sur les racines débarassées de leurs parties malades.
3. Nouvelles perspectives de lutte
D'autres méthodes de lutte sont actuellement étudiées:
- lutte biologique: recherche des organismes antagonistes, d'agents de
mychorhizes pouvant jouer un rôle dans l'induction de phénomène de résistance chez
l'Hévéa,
- lutte génétique: recherche des individus résistants.
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MATERIELS ET METHODES
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1 - ETUDE BIOCHIMIQUE
A. LES CHAMPIGNONS
La présente étude porte sur deux champignons Basidiomycètes de la famille des
Polyporacées: Rigidoporus lignosus souche 1 (RH) et Phe//inus noxius souche 2 (Pn2) de la
mycothèque du laboratoire de Phytopathologie ( Centre ORSTOM d'Adiopodoumé, Côte
d'Ivoire ).
B. LES MILIEUX
1. Milieu de conservation
Les souches RII et Pn2 sont cultivées et conservées en tube à essai (diamètre = 2 cm ,
hauteur = 20 cm) sur milieu de composition suivante:
Maltéa
Gelose (Agar-Agar)
Eau distillée
2. Milieu de préculture
Ce milieu est de composition identique à celle du milieu de conservation. Il est coulé
dans des boîtes de Petri (diamètre =9 cm).
3. Milieux de culture
3.1. SUT liège
Dans des Erlenmeyer de 250 ml on ajoute à 40 g d'écorce d'Hévéa grossièrement
broyée, 100 ml d'eau distillée.
18
C. CONDITIONS DE CULTURE
1. Stérilisation
19
3.2. Milieu minimum
2g
4g
1,6 g
0,4 g
1 g
2m!
2m!
2m!
40 g
Ce milieu est obtenu en mélangeant les produits suivants dans 2000 ml d'eau distillée:
Asparagine
Nitrate de sodium (NaN03)
Dihydrogénophosphate de Potassium (KH2 P04)
Hydrogénophosphate de Potassium (K2H P04)
Sulfate de Magnésium (MgS04)
Solution de thiamine 0,005%
Solution de fer ferrique
Solution d'oligo-éléments
Source de carbone = glucose
Tous les milieux sont autoclavés à l20°C pendant 45 minutes.
33. Sur polypectate de sodium
Le polypectate de sodium (PPNa) ou sel d'acide polygalacturonique (figure 2a, page
21) est une préparation commerciale (Sigma Chemicals Company, Saint Louis USA) se
présentant sous forme de poudre, soluble dans l'eau.
Le milieu sur "polypectate de sodium" est obtenu en ajoutant 40 g du produit
conunercial au milieu minimum. La préparation finale est répartie dans des Erlenmeyer de 250
ml à raison de 90 à 100 ml de solution par fiole.
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2. Ensemencements
Les cultures se font toujours en salle stérile.Les boîtes de Petri contenant le milieu de
préculture sont ensemencées avec des fragments de thalle de l'une ou de l'autre des souches, et
mises à incuber en salle de culture à 28°C.
A la périphérie de la préculture âgée de 3 à 5 jours, des disques de mycélium sont
découpés à l'emporte-pièce (diamètre = 8 mm). Les implants prélevés avec une aiguille lancéolée
sont déposés à la surface des milieux de culture (un implant pour le milieu sur polypectate de
sodium et milieu minimum; 2 implants pour le milieu sur liège). Les milieux ensemencés sont
incubés dans les mêmes conditions que la préculture. Les témoins sont constitués de milieux
non ensemencés.
D. PREPARATION DES FILTRATS DE CULTURE
Après 14 jours, les cultures sur milieu polypectate de sodium sont fùtrées sur verre
fritté de porosité n°l. Les fùtrats sont centrifugés à 15000 RPM (tours/minutes) pendant 15
minutes et le surnageant retenu pour les analyses.
Ces mêmes opérations sont effectuées toutes les deux semaines sur des échantillons
prélevés des deux autres types de milieux.
E. MESURES ENZYMATIQUE ET CHIMIQUE
1. Test de J'activité pectinase
1.1. Base théorique du dosage
L'action de la pectinase sur le polypectate de sodium (et sur les acides pectiques des
espaces intercellulaires) est résumée sur la figure 2b (page 21). La pectinase provoque une
hydrolyse du substrat conduisant à une dépolymérisation de la macromolécule initiale.Au cours
de cette hydrolyse, des monomères et oligomères d'acide galacturonique sont libérés entraînant
une augmentation du pouvoir réducteur du milieu réactionnel (GEIGER, 1985).
Cette caractéristique est mise à profit pour déterminer l'activité enzymatique par la
méthode de MU J ER (1959) qui pennet de déterminer la quantité de sucres réducteurs libérés.
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acide galacturonique
Figure 2b : Action de la pectinase sur le polypectate de Na et sur les acides
pectiques.
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(*) La solution-mère de polypectate de sodium est à 1,5% en concentration et
contient du thiomersal (ou thimérosal ) 0,015%, composé toxique destiné à empêcher le
développement des microorganismes.
Ce réactif est obtenu en dissolvant doucement à chaud le mélange suivant:
Acide 3,5 Dinitrosalicylique (ONS) 1 g
Soude (Na OH) 2N 20 nù
Eau distillée 50 nù
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1.2. Technique
12.1. Préparation des milieux réactionnels
a) Le substrat d'incubation
Ce substrat a la composition suivante :
Eau
Tampon citrate de sodium 0,5 M à pH 4,6
*Polypectate de sodium
b) L'enzyme
Elle est contenue dans le fIltrat de culture.
c) Le réactif de dosage des sucres réducteurs.
Puis en ajoutant après dissolution:
30 g de tartrate de potassium et de sodium,
Eau distillée q.s.p. 100 ml
Le réactif ainsi préparé est appelé réactif DNS.
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30nù
2,5 nù
5ml
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1.2.2. Mode opératoire
La réaction se fait à la température ambiante du laboratoire (25°C) dans un volume
final de 2 ml. Pour cela, à 1,5 ml du substrat on ajoute 0,5 ITÙ du filtrat. Les tubes sont incubés
à des temps variables de°à 30 ITÙnutes (cinétique). La réaction est arrêtée par addition de 2 ITÙ
de réactif DNS. Les tubes sont portés à 100°C (pour faire apparaître la coloration rouge
caractéristique des sucres réducteurs) durant 5 ITÙnutes puis refroidis dans un bain d'eau glacée.
Ensuite, on ajoute 4 ml d'eau distillée à chaque tube pour la lecture de la Densité Optique
(D.O.). La D.O. de chaque solution est lue au spectrophotomètre (SPECTRONIC 2000) à 540
nm contre le témoin.
1.3. Expression de l'activité pectinase
L'activité pectinase estimée pour chaque solution est exprimée en unité enzymatique
par minute.L'unité enzymatique étant la quantité d'enzyme qui libère une rnicromole de sucres
réducteurs par minute (1 IlM.mn-l) .
Une courbe étalon est établie à partir de concentrations variables connues d'acide
galacturonique. A partir de la zone linéaire de cette courbe a été tirée l'équation suivante:
y = 6,697 x (où Y = quantité de sucres libérés en j..1M.ml'l et x = 0.0. déterminée
par spectrophotométrie) pelmettant de calculer la concentration en sucres réducteurs libérés.
~. : La pente à l'origine de la cinétique d'apparition des sucres réducteurs est une
mesure de l'activité pectinase. Elle sera utilisée dans notre cas.
2. Test de l'activité laccase
Le substrat du milieu réactionnel est à base de gaïacol à 0,2% dans du tampon
phosphate de sodium 0,5 M à pH 6,0 (pour les tests portant sur RU) et à pH 4,5 (pour Pn2).
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2.1. Principe de la réaction
En présence d'oxygène (02) dissout, la laccase agit sur le gaïacol pour donner un
composé d'oxydation de coloration rouge-orangé.
2.2. Mode opératoire
A 3 ml de substrat contenus dans une cuve de spectrophotométrie est ajoutée une
aliquote de l'extrait de culture. Le déroulement de la réaction est enregistré en continu à 420 nm.
2.3. Expression de l'activité laccase
L'activité laccase est calculée à partir de la portion linéaire de la courbe obtenue; elle
est exprimée en D.O. par minute et par millilitre ( OO.mn-l.ml-1 ).
3. Test de l'activité estérase
3.1. Substrat
Le substrat est une solution de paranitrophényl palmitate (pNPPalm) 8.104 M obtenu
de la façon suivante :
- dissolution de 15,1 g de pNPpalm (PM = 377,5 g) dans 5 ml d'acétone (ce qui
donne une solution de pNPpalm 8.10-3 M),
- addition de l ml de la solution pNPpalm 8.10-3 M à 9 ml de tampon acétate 0,1 M à
pH 4,5.
3.2. Principe de la réaction
L'enzyme hydrolyse le substrat libérant du paranitrophénol (pNP) et de l'acide
palmitique. Le pNP est dosé, en milieu alcalin, par mesure de la D.O. à 420 nm.
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33. Mode opératoire
Dans des tubes à essai, 0,5 ml de solution enzymatique sont mis à réagir avec 0,5 ml
de substrat. La réaction est arrêtée par addition de 4 ml de tampon glycine à pH 11. A ce pH, le
paranitrophénol vire au jaune. Après centrifugation à 15 000 RPM durant 10 minutes pour
éliminer l'excédent de pNPpalm, la D.O. du surnageant est lue à 420 nm.
3.4. Expression de l'activité estérase
L'activité estérase est exprimée en nanomo1es de paranitrophénol libéré par minute
(nM.mn- I ); dans chaque cas, la quantité de paranitrophénol libéré est estimée d'après l'équation
: y == 0,38 x ( où y == quantité de pNP en nM et x= D.O. lue à 420 nm ) établie à partir d'une
courbe étalon.
4. Dosage des protéines solubles
4.1. flrléthode de WARBURG et CHRISTIAN (1941)
C'est une méthode de dosage qui résulte de la différence de lecture des D.O. du filtrat
à:
280 nm : longueur d'onde correspondant au "pic" d'absorption des protéines,
260 nm : longueur d'onde correspondant au "pic" d'absorption des acides nucléiques.
On en déduit la concentration en protéines d'une solution donnée en appliquant la
relation:
D.O'280 x l,55 - D.O' 260 x 0,76 = X mg de protéinesiml.
Cette méthode n'est applicable que si le rapport des no. vérifie: D.O·28o > D.O.260.
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2.2. Méthode de coloration au bleu de Coomassie (BRADFORD, 1976)
En milieu acide, le bleu de Coomassie se fixe sur les protéines pour former un
complexe de coloration bleue absorbant à 595 nm.
22.1. Mode opératoire
Dans un tube à essai contenant x ml d'extrait à tester et (l-x) ml d'eau, on ajoute 5 ml
de solution de bleu de Coomassie .Le mélange est agité et la coloration qui en résulte est stable
pendant 1 heure environ. Le témoin est réalisé dans les mêmes conditions, l'extrait étant
remplacé par de l'eau. La D.O. des solutions est mesurée au spectrophotomètre (SPECTRONIC
2(00) à 595 nm contre le témoin.
222. Expression de la quantité de protéines
La quantité de protéines (en ~g) de chaque solution est calculée par référence à une
courbe étalon établie à partir de quantités connues d'albumine de serum bovin (BSA).
F. PURIFICATION DE LA PECTINASE
1. Etapes de la purification
Une fois que l'on en a déterminé l'activité, le filtrat de culture est traité suivant le
protocole de la figure 3 (page 27).
1J. Adsorption de la pectinase par addition directe de l'échangeur
d'ion dans le flitrat ( système"Batch wise")
La DEAE-eellulose ( Whatman DE 52 ) est préparée dans un tampon phosphate mono
et disodique 0,0125 M à pH 6,0. Puis, la cellulose est ajoutée par petites quantités à l'extrait de
culture. Après 30 minutes de contact sous agitation douce, la DE 52 est recupérée par filtration
sur verre fritté de porosité n°1. Le filtrat est testé pour son activité pectinase. Si le test révèle la
présence de pectinase, de la nouvelle cellulose est additionnée au filtrat. Ces opérations sont
renouvelées jusqu'à adsorption de toute l'enzyme. Le filtrat final (effluent), ne contenant plus
d'activité pectinase, est éliminé.
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Filtrat de culture
AdSOrptiot sur DEAE-cellulose
("Batch~ DE 52)
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DEAE-cellulose
Elulion pJ NaCl 0,3 M
~
Filtration
Eluat
+Concentration sur ultrafiltre
AMICON PMIO
t .Chromatographie sur colonne
DEAE-cellulose
Frllions
Figure 3 : Protocole de purification de la pectinase
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Les différents lots de DE 52, recueillis à chaque opération sur le verre fritté, sont
rassemblés dans une solution NaCl 0,3 M (tamponnée par du phosphate mono et disodique
0,0125 M à pH 6,0) pour l'élution de l'enzyme. L'éluat obtenu (éluat DE 52) est testé pour
l'activité pectinase.
1.2. Concentration de l'éluat par ultrafiltration
L'éluat total DE 52, après centrifugation à 15 000 RPM pendant 15 minutes, est
concentré par filtration sur ultr.rlïltre AMICON PM 10 (membrane dont la propriété est de fùtrer
les molécules d'un poids moléculaire (PM) inférieur à 10 000 D). La solution enzymatique ainsi
concentrée et purifiée des ions Na+ et Cl - entre autres, est également testée pour son activité
pectinase.
13. Chromatographie sur colonne DEAE-cellulose
Après le passage sur AMICON PM10, 50 ml de la solution concentrée sont déposés
au sommet d'une colonne (diamètre: 3 cm; hauteur: 30 cm) de DEAE-cellulose préalablement
équilibrée dans un tampon de phosphate mono et disodique 0,0125 M à pH 6,0. Lorsque tout le
fùtrat s'est écoulé, la colonne est lavée avec le tampon d'équilibrage. L'élution est réalisée par un
gradient de force ionique de 0,0125 M à 0,3 M obtenu par adjonction de NaCI. La vitesse
d'élution est réglée à 100 ml par heure. L'éluat est recueilli par fraction de 7,5 ml. L'élution
achevée, on teste une fraction sur trois pour la recherche de l'activité pectinase. La concentration
en protéines est estimée par l'absorption à 280 nm.
2. Contrôle de la purification et rendement
Le progrès de la purification est apprécié à chaque étape par l'estimation du taux de
purification ( rapport de l'activité spécifique* à l'étape x à l'activité spécifique du filtrat brut ).
Le rendement de la purification correspond au rapport de l'activité totale de la solution
enzymatique à chaque stade de la purification à l'activité totale du fùtrat brut
* activité spécifique = activité tot.ale! quantité de protéines ( estimée en équivalents 0.0. 280 )
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II - ETUDE HISTOLOGIQUE
A. TECHNIQUE D'INFECTION ARTIFICIELLE
Des jeunes plants d'Hévéa (clone GTl), issus de graines, sont repiqués à l'âge de 15
jours dans des bacs de végétation en béton de 1 m3. Ces bacs, contenant dans leur fond une
couche de gravier épaisse de 5 cm environ, sont remplis de terre dont l'humidité est maintenue à
environ 21 % pour R. lignosus et 14% pour P. noxius .
Les plants âgés de 1 à 5 mois sont infectés en disposant soigneusement, à 20 cm de
profondeur, 5 bûchettes- inoculum contre les pivots (Fig. 4, page 30 ). Les bûchettes-inoculum
sont constitués de fragments de bois (8 cm de longueur et 1 cm de largeur) dHévéa infectés par
les différentes souches des champignons et incubés durant plusieurs mois avant utilisation.
B. OBSERVATIONS MICROSCOPIQUES
Ces observations sont réalisées aux microscopes photonique et électronique à
transmission.
1. La microscopie photonique (MP)
Les racines infectées sont récoltées puis fixées "in toto .. au FAA, formol-acide
acétique - alcool éthylique (50 / 30 / 90; v 1v / v), de quelques heures à plusieurs jours. Après
fragmentation en morceaux de 3-4 mm3, les échantillons sont déshydratés progressivement à
l'alcool éthylique puis inclus dans la paraffine à 60"C (Merck). Des coupes sériées, de 6 à 15 Ilm
d'épaisseur, sont réalisées au microtome de Minot. Après dépéu'affinage de ces coupes, le
parasite est localisé dans les tissus par la coloration au bleu de picroaniline-safranine
(CARTWRIGHT, 1927) ou par celle de Pianese III B (VAUGHAN, 1914). Après avoir été
montées sur lame, les coupes sont examinées au microscope Leitz Orthoplan équipé d'une
chambre photographique 24 x 36 mm.
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Figure 4 Dispositif expérimental d'infections artificielles de jeunes plants
d'Hévéa ( NANDRIS et coll., 1983a )
-++-------- TERRE DE FORET
--:---t+--------1NOCULUM - BUCHETTES
fI"y"""'-------------HEVEA
30
~L--......--'-----+-1I--------SOURCE RADIOACTIVE
...-----------------SONDE A NEUTRON
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•
Sur tout le long du bac, la mesure de l'humidité volumique du sol (HV) est réalisée à
l'aide d'une sonde à neutrons de type Solo 20. Le taux d'humidité retenu pour l'expérience est
alors obtenu, au niveau où som situées les bûchettes-inoculum, par apports en eau modulés en
fonction des données de la sonde. Durant toute la durée de l'essai, la mesure et le contrôle de
HV sont réalisés trois fois par semaine.
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2. La microscopie électronique à transmission (MET)
Les techniques classiques de préparation du matériel végétal en vue de l'observation
en microscopie électronique (HALL, 1978) ont été modifiées pour être adaptées à l'Hévéa et ses
parasites racinaires (DICKENSON, 1969).
a) Fixation
Des plantes âgées de 1 à 5 mois, et infectées par l'un des deux parasites, sont
prélevées et immédiatement immergées" in toto ", dans une solution de glutaraldéhyde utilisée à
2,5% dans un tampon cacodylate de sodium 0,1 M, pH 7,2, pendant 4 heures. Les racines sont
par la suite fragmentées dans le même fixateur en petits morceaux de 1 à 2 mm3, maintenus 2
heures dans ce fixateur puis abondamment lavés avec la solution tamponnée.
Après la fixation aldéhydique les fragments racinaires sont post-fixés avec le tétroxyde
d'osmium en solution à 1% dans le tampon cacodylate de sodium 0,1 M, pH 7,2. Le temps
d'action est de 2 heures. Cette double fixation, conseillée par HESS (1966) pour l'étude
ultrastructurale de racines infectées par les champignons, est effectuée à température ambiante du
laboratoire (25°C).
b) Inclusion
Après déshydratation dans les bains d'alcool éthylique de concentration croissante et
passage dans deux bains d'oxyde de propylène, les échantillons sont inclus dans l'Epon 812
selon le procédé utilisé par LUFT (1961).
Le temps d'imprégnation est long (5 à 24 heures) et a lieu à température variant de 25
à 40°C. La polymérisation des blocs s'effectue à 60°C durant 72 heures.
c) Coupes
Elles sont réalisées avec des couteaux de verre ou de diamant, montés sur un
ultramicrotome LKB. Les coupes fines sont recueillies et disposées sur des grilles sans support
en cuivre de 200 mesh.
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d) Contrastes
La double coloration, acétate d'uranyle-citrate de plomb, a été réalisée. L'acétate
d'uranyle est employé à 5% dans l'eau distillée, 15 minutes à température ambiante et le citrate
de plomb est utilisé selon la technique de REYNOLDS (1963).
e) Observations
Les coupes contrastées sont observées à 80 Kv au microscope électronique Siemens
102 du G.E.R.M.E.* d'Abidjan. Les images sont photographiées sur plan-film Agfa de format
6 x 9 cm. Les tirages des clichés sont réalisés sur papier Kodak Kodabrome II Re de graduation
3 à 5.
* Groupe d'Etude et de Recherche en Microscopie Electronique
32
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
CHAPITRE 1: ASPECTS CELLULAIRES ET MOLECULAIRES DE LA
BIODEGRADATION DU LIEGE DE LA RACINE D'HEVEA BRASIUENSIS
PARRIGIDOPORUS UGNOSUS ET PHELLINUS NOXIUS
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INTRODUCTION
Le liège, ou suber, représente le tissu le plus externe du cortex et assure surtout une
fonction de protection. Il est fonné de couches successives de cellules alignées (issues du
fonctionnement du cambium subéro-phellodermique) dont les parois sont imprégnées de
subérine.
Selon KOLATTUKUDY (1984), la subérine est constituée d'une matrice
polyphénolique (similaire à celle de la lignine) sur laquelle sont rattachées, par des liaisons
esters, des chaînes d'acides gras hydroxylés de 20 à 30 atomes de carbone (Fig. 5, page 35).
Au cours de leur pénétration dans les cellules du liège, les parasites vont avoir à
dégrader non seulement les autres constituants des parois cellulaires et la lamelle moyenne,
mais également la subérine.
Le franchissement de cette barrière (le liège) requiert de la part des agents pathogènes
un équipement enzymatique comportant des pectinases (aptitude à dégrader les acides
pectiques), des laccases ( aptitude à dégrader les polyphénols) et des estérases (aptitude à la
la dégradation des esters d'acides gras) (NICOLE et coll., 1987a et b).
Dans la présente étude sont rapportés et discutés les résultats obtenus en mesurant
l'activité de certaines de ces enzymes et en suivant, au niveau cellulaire, les phénomènes
expliquant la biodégradation du liège.
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Figure 5 : Modèle d'organisation de la subérine (KOLATTIJKUDY, 1984).
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1 - RESULTATS
A - AGRESSION DE L'HOTE PAR LES PARASITES
1. ACTIVITE DE QUELQUES ENZYMES EXCRETEES PAR LES
PARASITES LORS DE LA DEGRADATION DU LIEGE
L'examen des figures 6 et 7 (page37) révèle que les parasites excrètent, lors de la
dégradation du liège, diverses enzymes dont l'activité varie suivant les parasites et selon les
milieux de culture.
De façon générale, chez R. lignosus , l'activité des enzymes de type phénoloxydase
(laccase) est beaucoup plus importante que chez P. noxius chez lequel prédomine celle des
enzymes de type hydrolase (estérase, pectinase). En ce qui concerne particulièrement la
pectinase, l'activité dosée est faible chez P. noxius et quasi nulle chez R. lignosus .
En considérant l'exécrétion enzymatique sur les deux types de milieux de culture,
nous pouvons remarquer que P. noxius a un comportement sensiblement identique sur les 2
milieux de culture; par contre, chez R. lignosus, l'excrétion enzymatique est sujette à une forte
variation d'un milieu à l'autre.
2. PROCESSUS INFECTIEUX DES PARASITES
2.1. Pénétration dans la racine et colonisation des tissus corticaux
La pénétration des hyphes dans la racine s'effectue par les ouvertures naturelles et
les blessures com.rne semblent le montrer les clichés 1 et 2 (page 38).
Chez R. lignosus , les hyphes pénétrant dans les tissus corticaux suivraient 2 voies
(cliché 1) :
- l'une tangentielle, permettant la colonisation des couches externes du liège,
- l'autre radiale, par laquelle le mycélium atteint déjà le liber secondaire
Chez P. noxius, on ne distingue pas un tel mode de pénétration. La brèche au niveau
de l'assise péridermique et l'aspect dégradé des tissus entourant cette ouverture (cliché 2) sont
les seuls signes de la pénétration du parasite dans la racine.
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Figure 7: Activité de quelques enzymes excrétées par P.noxius.
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AGRESSION DE L'HEVEA PAR LES AGENTS DE POVRRlDIE: pénétration dans la
racine.
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Coupe transversale(CT);
microscope photonique(MP) (x330).
Le mycélium(My) de R. lignosus semble suivre 2
voies:
- l'une tangentielle, colonisant les couches
externes du suber (Su) (grande flèche)
- l'autre radiale, par laquelle il atteint le liber (Li)
(double flèche).
Présence d'hyphes dans les espaces intercellulaires
(petite flèche).
CT; MP{x 330).
Pénétration de P. noxius , vraisemblablement par
une ouverture dans le périderrne (Fe) (double flèche)
accompagnée d'actions mécaniques identifiables par
l'aspect dégradé des cellules entourant la brèche
(flèches).
C= cortex.
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La colonisation des tissus corticaux (page 40) s'opère de manière similaire pour
chaque parasite. En effet, les parasites progressent dans la racine en envahissant les espaces
intercellulaires et la lumière des cellules (clichés 1,3,4). Les couches atteintes par l'infection ont
un aspect très dégradé et ont perdu de leur cohésion (clichés 3, 4 ). Au terme de l'infection, on
peut noter une desquamation des tissus les plus dégradés (cliché 5).
L'observation de l'ensemble des clichés portant sur la pénétration des parasites dans la
racine et la colonisation du cortex permet de constater la présence prépondérante et une action
beaucoup plus marquée de P. Iloxius dans les tissus corticaux (clichés 2, 3,4) par rapport à
celles de R. lignosus (clichés 1,5).
2.2. Colonisation du bois et du parenchyme médullaire (pages 41 et 42)
Les clichés 6 et 7 montrent une très forte colonisation du xylème par R. lignosus. En
positions intracellulaire et intrapariétale ,les hyphes se ramifient dans les cellules du bois
suggérant une action préférentielle de ces parasites sur les tissus lignifiés.
On note cependant que peu de filaments de P. noxius sont présents dans le bois
(cliché 8) ce qui peu t traduire les difficultés de pénétration du parasite dans le xylème. Malgré
ces difficultés, les hyphes peuvent atteindre le parenchyme médullaire (tissu non lignifié) dont
elles envahissent tOütes les cellules (cliché 9); les hyphes y apparaissent épaisses et ramifiées.
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AGRESSION DE L'HEVEA PAR LES AGENTS DE rOURRJDIE: colonisation et
dégradation du liège
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CT; MP(x 330). Localisation intracellulaire
des hyphes de P.noxius dans le liège(flèches)
CT; MP(x 330). L'action de P. noxius
sur certaines parties du suber (Su) est révélée
par une forte dégradation des cellules (flèches)
CT; MP(x 330). Desquamation des tissus
les plus dégradés du cortex(flèche) sous
l'action de R. lignosus .
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AGRESSION DE L'HEVEA PAR LES AGENTS DE POURRIDIE: colonisation du
xylème et du parenchyme médullaire par RJignosus •
Cf; MP(x82S).T~forte présence du parasite dans le xyl~me(Xy) dans lequel les hyphes se sont
ramifiées(flèches).
CT; MP(x825). Remarquez le début de colonisation du parenchyme médul1aire(pm)(flèches)
Xy =xyl~rne
41
42
AGRESSION DE L'HEVEA PAR LES AGENTS DE POURRJDIE: colonisation du xylème
et du parenchyme médullaire par Pnoxius.
CT; MP(x82S). Colonisation importante du parenchyme rœdullaire(Pm) dans lequel les hyphes
apparaissent ranùfiœs et ~paisses(flèches).
~ .
•
•
"
9
•
CT; MP(x82S).Prtsence de peu d'hyphes dans le xyl~me(Xy) et dont l'une est visible dans un
vaisseau du bois(flèche).
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2.3. Etude ultrastructurale de la biodégradation du liège par
R .lignosus
Afin d'affiner les résultats obtenus après examen des tissus en microscopie
photonique (MP), nous avons réalisé une étude de la dégradation du liège à l'échelle
ultrastructurale.
Les observations au microscope électronique à transmission (MET)(pages 44 à 48)
révèlent qu'au cours de la dégradation du liège par R./ignosus interviennent:
1. des phénomènes mécaniques caractérisés :
· au niveau des parois, par la compression des fibres cellulosiques et des espaces
intercellulaires (clichés 10,11),
· au niveau du parasite, par la constriction des hyphes au passage des parois
(clichés 12,13,14).
2. des phénomènes d'érosion de nature enzymatique identifiables par:
· la dÜ:estion des parois au contact (clichés 10,11,15,16,23) ou à distance (cliché 18)
des hyphes,
· une aU2mentation de l'osmiophilie des zones pariétales atteintes par l'infection
(clichés 14,15,17,18),
· une perforation des parois au moment de la colonisation (clichés 12,13,14,15,16).
Tous ces méçanismes facilitent la colonisation du liège au point que la lumière des
cellules est souvent totalement envahie par le mycélium (cliché 19).
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ULTRASTRUCTURE DE LA BIODEGRADATION DU LIEGE PAR R. lignoslIs
CT ; microscope électronique à transmission ( MET ). Compression des fibres
cellulosiques des jeunes parois ( P ) subérifiées par les hyphes cm de R.lignosus (flèches)
s'accompagnant d'une di~estioo au contact des hyphes révélée par des zones granuleuses
(double flèches)
(X 16.000 )( X 40.000 )
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ULTRASTRUCTURE DE LA BIODEGRADATION DU UEGE PAR RJignosus.
Cf; MET(x8000)
Constriction des hyphes(H) lors de la perforation des parois(p); action digestive sur les parois
révélée par des zones granuleuses(flèches) et osmiophiles(double flèche) plus ou moins denses.
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ULTRASTRUCTURE DE LA BIODEGRADATION DU LIEGE PAR R. Iignosus
CT; MET (x16.000).Différenciation d'une microhyphe (mH) qui perfore la paroi et
progresse dans la lamelle moyenne (Lm)(flèche). Notez les zones pariétales denses révtlant une
action enzymatique du champignon sur les parois (P)(double flèche).
CT ; MET (x 2S.0(0).Digestion de la paroi (P) subérifiée par une hyphe (H); on remarque la
disparition d'une grande portion de cette paroi (flèches).
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LJLTRASTRUCTURE DE LA BIODEGRADATION DU UEGE PAR Rlignosus.
Cf; MET(x40.000). Digestion de la paroi subérifi~(P) par une hyphe(H), ~v~l6e par la
disparition de certaines zones(flèche) et l'aspect granuleux et dense de la paroi (double fl~he).
CT; MET(x20.000). Action corrosive à distance sur la lamelle moyenne(Lm)(flèche) et la
paroi qui deviennent très osmiophiles(double flèche).
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ULTRASTRUCTURE DE LA BIODEGRADATION DU LIEGE PAR R. lignoSllS
CT ; MET (x lO.OOO).Tous les mécanismes enzymatiques et mécaniques mis en jeu par le
parasite entraînent souvent la colonisation totale de la lumière des cellules par les hyphes (H).
Ps = paroi subérifiée.
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B - QUELQUES REACTIONS DE L'HOTE A L'INFECTION DANS
LES TISSUS CORTICAUX DE LA RACINE
Aussi bien pour R. lignosus que pour P. noxius, nos observations ont permis de
déceler quelques réactions de défense de la plante localisées dans les tissus corticaux (pages 50
et 51) .
1. Hypertrophie et hyperplasie cellulaires
En réaction à la pénétration des parasites, certaines cellules augmentent de volume ou
subissent des divisions sous les points de pénétration du parasite (clichés 20 et 21). Nous
pouvons constater que ces cellules ne contiennent que rarement des hyphes fongiques.
2. Augmentation du nombre de cellules dans le liège
Sous les points de pénétration, nous remarquons que l'épaisseur du jeune liège varie
environ de 7 à 15 couches de cellules (cliché 22) ; il s'agit vraisemblablement d'une stimulation
de l'activité du cambium subéro-phellodennique.
3. Epaississement de la paroi
Observé au M.E.T., un épaississement de fonne hémisphérique semble se différencier
dans les jeunes tissus du liège au voisinage des hyphes (cliché 23). Cet épaississement, encore
connu sous le nom de papille, est relativement dense aux électrons.
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1REACTIONS DE L'HEVEA A L'INFECTION 1
CT ; MP(x330).Hypertrophie (flèche) et hyperplasie (double flèches) cellulaires.Notez
l'absence d'hyphes dans ces cellules.
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1REACTIONS DE L'HEVEA A L'INFECTION 1
Cf; MP(x330). Augmentation des couches cellulaires sous les points de ptnttration du parasite;
on passe de 7(flèche) environ à 15 couches de cellules (double flèche).
CT; MET(x16.000).Papille(pA) relativement dense au voisinage d'une hypbe(H) ayant perfoIi
la paroi (n«:he). La papille est en avant d'une zone~e compl~tement dig6œ par le
parasite(double n«:he)
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II· DISCUSSION
Cette étude a montré que les voies de pénétration dans la racine utilisées par les
parasites sont constituées par les ouvertures naturelles, les blessures, ou la perforation directe
des parois de l'assise cellulaire corticale. Ces modes de pénétration ont déjà été observés
auparavant par PERIES et IRUGALBANDARA (l973)ainsi que par NICOLE et coll. (l982a).
La combinaison d'actions mécaniques et enzymatiques permet aux agents fongiques de coloniser
tous les tissus de la racine avec une préférence de P. noxius pour les tissus non lignifiés
(cortex, parenchyme médullaire) à l'inverse de R.lignosus dont l'action sur le xylème est
prédominante .
Dans le liège, la digestion et l'augmentation de l'osmiophilie de certaines zones
pariétales des cellules subérifiées suggèrent que les parasites provoquent une modification
biochimique importante de la subérine comme cela l'a été déjà décrit par ailleurs (NICOLE et
coll., 1986b). R. lignosus , chez lequel l'activité phénoloxydase est plus importante, dégraderait
de préférence la matrice phénolique alors que P. noxius, chez lequel prédominent les activités
hydrolytiques, pourrait assurer la dépolymérisation des chaînes d'acides gras hydroxylés.
Toutes ces observations laissent présager une spécialisation certaine des deux
champignons et confortent celles faites par GEIGER (1975 et 1985) concernant la
biodégradation des autres tissus racinaires.
La localisation intracellulaire et intercellulaire des hyphes dans le cortex ainsi que la
disparition de grandes portions de la lamelle moyenne et la desquamation des couches les plus
dégradées du cortex suggèrent une action pectinolytique des parasites sur les substances
intercellulaires. Cependant, l'analyse biochimique, in vitro, révèle une activité quasi nulle de la
pectinase excrétée par R. lignosus . Ce résultat pose le problème de l'intervention effective de
cette enzyme dans le processus infectieux du parasite. Les modifications cellulaires, au niveau
des espaces intercellulaires, observées au microscope (NICOLE et coll., 1987a) tendent à
montrer la participation d'une telle enzyme à ce niveau. La très faible activité de cette enzyme
pourrait s'expliquer soit par son rattachement à la paroi fongique (et donc peu libérée dans le
milieu de culture) soit par sa répression par des effecteurs présents dans le milieu de culture
(enzyme certainement allostérique, régulée par des effecteurs (RRlO, travaux non publiés».
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En réponse à l'infection dans les tissus corticaux, la plante développe des réactions
localisées se manifestant par l'hypertrophie et l'hyperplasie cellulaires ainsi que par la mise en
place de formations surnuméraires sous les points de pénétration des parasites et la
différenciation de papilles au voisinage des hyphes.
L'hypertrophie et l'hyperplasie de certaines cellules du jeune liège, selon nos
observations, constituent des réactions apparemment inefficaces. En effet, si ces cellules sont
elles-mêmes épargnées par l'infection, la réaction qu'elles développent n'empêche cependant pas
la colonisation des autres cellules par les parasites.
Les formations corticales surnuméraires ne sont pas spécifiques de l'Hévéa (par
exemple, ALLAHAt\1 et TORREY(l977) les signalent sur les nodules primaires de racines de
Comptonia peregrina ( Myricaceae) ) . Peuvent-elles prévenir la plante de l'invasion des
parasites? Nos observations ne nous permettent pas de répondre à cette question. Toutefois, ces
formations surnuméraires, si elles induisent, localement, un ralentissement de la progression des
parasites, c'est à dire qu'elles peuvent contribuer à accroître la résistance locale de l'hôte, ne
sauraient lui conférer seules une résistance totale à la maladie (NICOLE et coll., 1986a).
Les papilles, observées sur nos clichés, sont relativement denses aux électrons; cet
aspect suggère une composition hétérogène de la papille dans laquelle seraient présents à la fois
de la callose et d'autres polysaccharides. Les papilles transparentes aux électrons contiennent en
effet une forte proportion de callose et, celles apparaissant denses seraient constituées de
matériaux dans lesquels prédominerait, pour certaines, la lignine (AIST, 1976) . SHERWOOD
et VAJ."J"CE (1976) pensent que les papilles seraient formées d'une matrice polysaccharidique
dans laquelle sont inclus des composés phénoliques. Au cours de ses travaux sur l'Hévéa,
NICOLE (1984) a détecté de la callose dans les papilles. Celles-ci représenteraient une réaction
de la plante à la pénétration parasitaire (HEATIl, 1980). Cette réaction semble inefficace car les
observations de NICOLE et coll. (1986a) montrent que les parasites sont capables de dégrader
partiellement ou totalement ces papilles.
A ces quelques réactions que nous avons observées dans le cortex, il convient de
signaler celles se développant dans le cylindre central (NICOLE,1984). Citons le cas de la mise
en place de nouveaux tissus secondaires (phloème et xylème) différenciés par un néocambium
libéro-ligneux. Ces néoformations, que n'infectent pas les parasites (NICOLE et coll., 1986a),
compartimentent les tissus déjà infectés en les rejetant vers l'extérieur.
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CONCLUSION
Dans notre travail, il semble bien établi que R.lignosus et P. noxius dégradent
le liège en excrétant des enzymes (phenoloxydases et hydrolases) . L'Hévéa réagit à
l'infection en développant des structures cellulaires (plus ou moins, localement, efficaces)
assez bien connues en pathogenèse.
Dans le but de compléter ce travail et de préciser certains résultats, notamment
ceux concernant l'action des enzymes dans les parois, il serait intéressant d'entreprendre la
purification des enzymes extracellulaires des parasites participant à la biodégradation du
liège.
Aussi, avons-nous retenu la pectinase qui semble jouer un rôle privilégié dans
l'infection.
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OIAPITRE 2 : PURIFICATION ET DETERMINATION DE QUELQUES
CARACTERISTIQUES PHYSICO-CHIMIQUES DE LA PECTINASE DE
PHELLINUS NOXIUS
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INTRODUCTION
La pectinase ou poly (1,4- ci-D-galacturonide) glycanohydrolase (Ee. 3.2.1.15) selon
l'lUB (International Union Biochemistry) (1984), est une enzyme jouant un rôle important dans
la pathogenèse induite par certains parasites (BATEMAN, 1963 ; KEEN et HORTON, 1966 ;
BARMORE et coll., 1984). Elle est par ailleurs largement utilisée dans l'industrie alimentaire
(ROMBOUTS et PILNIK, 1986).
Compte tenu du rôle potentiel qu'elle pourrait avoir dans les maladies racinaires, il
nous est apparu important d'approfondir les connaissances actuelles relatives à cette enzyme.
Le travail mené en laboratoire a consisté en la purification et la détennination de
quelques caractéristiques physico-chimiques de la pectinase de P. noxius. Les résultats obtenus
sont ici discutés.
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A - ACTIVITE PECTINASE ET PURIFICATION
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RESULTATS ET DISCUSSION
La figure 8 (page 59) montre les profils d'élution des protéines et de l'activité
pectinase. Les caractéristiques des fractions actives (n074 à 100) et des différentes étapes de la
purification sont reportées dans le tableau 1.
7
18
100
29
Rendement
(%)
1
14,7
0,47
Taux de
purification
5,6
0,18
0,38
Activité spécifique
( U 1D.O'280 )
280
Activité
totale (U)
445
108
1523
56
180
1590
Volume
total
1385
AMICONPM10
Etapes
"Bateh DE 52"
Filtrat brut
TABLEAU 1 : PURIFICATION DE LA PECTINASE
Colonne DE 52
280 nro: longueur d'onde correspondant au "pic" d'absorption des protéines.
Rendement = ( activité totale de l'étape considérée 1activité totale du filtrat brut) x 100
Activité totale oc activité par unité de volume (ml) x volume total (exprimé en ml)
Activité spécifique (en équivalents D.O'280) .. activité totale 1D.O'280 totales
Taux de purification ~ activité s~cifique à une étape âonnée 1activité spécifique du filtrat brut
En analysant ce tableau, nous constatons, dans l'étape "Batch DE 52", une chute de
l'activité spécifique qui devrait nonnalement augmenter au fur et à mesure de la purification. Par
la suite, une augmentation de cette même activité est enregistrée dans l'étape de purification sur
colonne DEAE-eellulose.
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Entre autres explications, la diminution de l'activité spécifique pourrait être due à:
- une mauvaise élution (non libération) des protéines enzymatiques adsorbées sur la
cellulose,
- la présence d'inhibiteurs de l'enzyme durant la purification,
- la dissociation de la structure quaternaire de l'enzyme en plusieurs sous-unités
inactives.
L'ultrafiltration sur AMICON PM 10, en concentrant et purifiant la solution
enzymatique de divers composés (ioniques par exemple), a vu l'élimination d'inhibiteurs de
l'enzyme; d'où certainement l'augmentation de l'activité spécifique et du taux de purification
constatée dans l'étape de purification sur la colonne DEAE-cellulose.
B. ACTIVITE DE LA PECTINASE EN FONCTION DU pH
A partir des fractions actives (nO 74 à 100) rassemblées, nous avons étudié l'influence
du pH sur l'activité de la pectinase (Fig. 9, page 60). De façon générale, l'activité pectinase est
forte pour les pH de 4,3 à 5,3 ; la valeur maximale enregistrée se situe à pH 4,5, confmnant les
résultats obtenus par GEIGER (1985) lors de ses travaux sur le système enzymatique de P.
noXlUS •
Dans la zone basique (de pH 6 à 9), l'activité est faible; ce résultat est à souligner car
il indiquerait l'absence d'une pectate trarls-élirninase (activité maximale à pH ~ 8).
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Figure 8 Profil d'élution de la colonne DEAE-cellulose.
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Figure 9 : Activité de la pectinase en fonction du pH.
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C· ETUDE DU Km
a) Définition
Au cours d'une réaction enzymatique, lorsque les variations de la concentration en
substrat ([S]) ne modifient pas l'affinité et le pouvoir de catalyse de l'enzyme pour son substrat,
la cinétique est dite michaelienne.
L'affinité de l'enzyme pour son substrat est mesurée par une constante Km ou
constante de Michaelis. Si Km est faible, l'affinité est élevée; si Km est élevé, l'affinité est
faible.
La constante Km est une caractéristique des enzymes de type michaelien; la
représentation graphique de LINEWEAVER et BURK (Fig. 10, page 62) est plus commode
pour détenniner la valeur du Km (WEIL, 1972). Dans cette représentation où les inverses des
vitesses (lIv) sont portées en fonction des inverses des concentrations en substrat (1/[$]) on
obtient une droite qui coupe l'axe des abscisses à la valeur -lIKm.
b) Km de la pectinase
En portant les valeurs de liA (inverse des activités) en fonction de lI[S] nous avons
obtenu une courbe (Fig. Il, page 62) en lieu et place d'une droite généralement obtenue clans le
cas des enzymes de type michaelien. De ce fait, la pectinase ne serait pas une enzyme
michaelienne.
La courbe obtenue serait une propriété cinétique des enzymes allostériques (sujettes à
régulation par effecteurs) ( B. RIO, travaux non publiés).
La conséquence de l'allostérie entraîne, chez une enzyme comme la pectinase, une
augmentation de son activité pour les concentrations croissantes de substrat (coopérativité
positive) ; mais la présence d'effecteurs, de même qu'une dissociation de la structure quaternaire
de l'enzyme en plusieurs sous-unités individuellement inactives peuvent réduire cette activité.
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Figure 11 : Relation, en coordonnées inverses, entre la quantité de substrat(S) et
l'activité pectinase.
û
l/Do32
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1
-Km
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Figure 10 : Représentation de Lineweaver-Burk: détermination de Km.
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CONCLUSION
La technique de chromatographie sur colonne DEAE-cellulose nous a pennis d'isoler
la pectinase excrétée in vitro par P. noxius. Le contrôle de pureté de cette enzyme, dans le cas de
notre expérimentation, a été effectué par la détermination de l'activité spécifique. D'autres
méthodes complémentaires (comme l'électrophorèse) n'ont pu être utilisées en raison de la faible
quantité de matériel disponible après extraction.
Cependant, la concordance de nos résultats avec ceux de travaux antérieurs, obtenus
au laboratoire de Phytopathologie du centre ORSTOM d'Adiopodoumé, suggère que nous avons
obtenu une préparation relativement pure.
Nous retiendrons que l'activité de la pectinase, sujette à la variation du pH, présente
une valeur maximale en milieu acide (pH 4,5). Cette activité serait également sensible à la
présence d'effecteurs dont il serait intéressant de préciser la nature dans les travaux futurs.
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L'étude que nous avons menée sur la biodégradation du liège apporte quelques
informations sur les relations entre l'Hévéa (clone OTl) et les agents de pourridié, R. /ignosus
et P. noxius .
Au plan de l'amssion de l'hôte, la pénétration et la progression des parasites dans
la racine s'opèrent selon des mécanismes passifs ou et selon des mécanismes actifs. Plus
particulièrement au niveau des mécanismes actifs, notre étude montre qu'interviennent, in vitro,
diverses enzymes dans la dégradation du liège, dont la participation est visualisée par les
observations microscopiques.Les travaux sont à poursuivre sur ce tissu afin de préciser le mode
d'action des enzymes intervenant dans sa dégradation. Pour ce faire, il faut:
- isoler ces enzymes et envisager la caractérisation de leurs propriétés
physico-chimiques,
- entreprendre in vivo une expérimentation sur leur réelle implication dans la
dégradation des substrats subérifiés,
- rechercher des possibilités d'inhibition de leur action.
Les résultats acquis dans ce sens pourraient probablement contribuer à une
meilleure connaissance des méthodes de lutte préventives.
Au plan des réactions à l'infection, dans le liège de l'Hévéa il ne se développe pas
une réaction spécifique et efficace contre le pourrissement racinaire.En d'autres termes, le suber
ne semble pas constituer un obstacle majeur à la progression des agents de pourridié. Ce
comportement observé chez des plantes hétérogènes au plan génétique (car issus de familles
illégitimes), mérite d'être comparé à celui de plantes génétiquement identiques (clones) afin de
proposer un modèle des mécanismes réactionnels de l'Hévéa utilisable en matière de sélection
précoce d'individus plus tolérants ou résistants aux parasites racinaires.
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